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Аннотация: В этой статье приведены характеристики и общие сведения о 

структуре вектора pVAX1 и линкере ASIC каналов. Также здесь рассматривается 

способ его модификации для дальнейших исследований в лабораторных 

условиях.  
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Abstract: This article presents the characteristics and general information about 

the structure of the pVax1 vector and the ASIC channel linker. The method of 

its modification for further research in laboratory conditions is also considered 

here. 
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Линкеры ASIC каналов и подбор сайтов 

рестрикции для клонирования 

Последовательность аминокислотных линкеров, связывающих 

субъединицы, была выбрана, исходя из литературных данных, структуры 

генов каналов и возможности клонирования в вектор pVАХ.   

Ранее для контатамерных каналов ASIC1a/ ASIC2a [13] было показано, что 

использование линкера Asn-Asn-Asn-Asp-Ile-Asn-Asn  (NNNDINN) для 

сшивки субъединиц позволило получить функциональные контатамерные 

каналы.  

Подобная структура линкера была выбрана за основу.   

Дополнительно линкер  должен быть содержать сайты рестрикции, 

отсутствующие в целевых генах rASIC3 и hASIC3. Также подходящие 

сайты рестрикции должны содержаться в векторе для клонирования. 

Анализ структуры генов позволил подобрать следующие линкеры (табл.1). 

Таблица 1. Состав линкеров 

 Кодируемая аминокислотная 

последовательность 

Нуклеотидная 

последовательность 

Линкер 1 NNVDINN Aataatgtcgacatcaataat 

       SalI 

Линкер 2 NNQALNN Aataatcaagctttaaataat 

       HindIII 

 

 

Дополнительно для создания химерных конструкций были выбраны 

рестриктазы  BglII и ЕcoR1, также отсутствующие в целевых генах.  
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Подготовка вектора для клонирования 

Вектор pVAX1 

pVAX1 ™ представляет собой плазмидный вектор размером 3,0 т.п.н., 

который часто используется для клонирования генов, предназначенных 

для экспрессии в клетках млекопитающих.  

Особенности вектора позволяют реплицировать большое количество 

копий в E.coli и быстро экспрессировать интересующий белок в 

большинстве клеток млекопитающих. Вектор содержит следующие 

элементы (рис.1): 

 

- Промотор раннего цитомегаловируса человека для высокого уровня 

экспрессии в широком спектре клеток млекопитающих. 

- Сигнал полиаденилирования бычьего гормона роста (BGH) для 

эффективного завершения транскрипции и полиаденилирования 

мРНК. 

- Ген устойчивости к канамицину для селекции в кишечной палочке. 
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Рисунок 1. Схема строения pVAX1 вектора.  

Пример изменения его для работы. 

В pVAX1 векторе имеются участки лишь для некоторых выбранных  

рестриктаз.  Методом направленного мутагенеза полилинкер вектора был 

изменен и добавлены  сайты рестрикции для рестриктаз BglII и SalI, что 

обеспечивало последовательное клонирование отдельных субъединиц 

(табл. 2). 

Таблица 2. Сравнение изначальной структуры pVAX1 вектора и 

изменённого для дальнейших работ вектора pVAX1-new 

Вектор pVax1 pVax1-new 

Последовательность cайтов 

рестрикции в полилинкере 

Nhe1-Hind3- ЕcoR1 Nhe1- BglII-SalI-Hind3-ЕcoR1 

 

Нуклеотидная 

последовательность 

полилинкера 

GACCCAAGCTGGCTAGCGTTT 

AAACTTAAGCTTGGTACCGAG 

CTCGGATCCACTAGTCCAG…… 

….GAATTC 

 

GACCCAAGCTGGCTAGCGTTAGATCT 

CGAGGTCGACACTTAAGCTTGGTACC 

GAGCTCGGATCCACTAGTCCAG…… 

….GAATTC 
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Рисунок 2. Модифицированный для работы pVAX1 вектор после вставки 

в него двух сайтов рестрикции BglII SalI 

Для решения поставленной задачи нужно было получить фрагменты ДНК, 

содержащие соответствующие фланкирующие 5’ и 3’ нуклеотидные 

последовательности с сайтами рестрикции. Все фрагменты, 

предназначенные для последующего клонирования в вектор pVAX, не 

должны были иметь ошибок в последовательности, кодирующей белки 

канала, т.к. секвенирование целевых конструкций было невозможно из-за 

повторяющихся ДНК фрагментов. 

Фрагменты ДНК были амплифицированы методом ПЦР с исходной 

матрицы (соответственно, плазмиды pcDNA3.1(rASIC3) и 

pcDNA3.1(hASIC3) с использованием специфичных праймеров (структура 

праймеров в таблицах 3 и 4). Праймеры использовались попарно для 

получения соответствующего фрагмента  – см. Таблица 4.  Все 

амплифицированные фрагменты были заклонированы в рAL-TA вектор 

(Евроген), предназначенный для быстрого клонирования продуктов ПЦР, 

и отсеквернированы в обоих направлениях. Далее использовались только 

клоны, содержащие верифицированные фрагменты, при трансляции 

которых в аминокислотной последовательности белков  rASIC3 и hASIC3 

не содержалось ошибок. 
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Таблица 3. Структура праймеров, использованных для амплификации 

ДНК фрагментов hASIC3  

 

Название праймера Структура праймера 

hA3-Bgl2-HA   5’ctccttagatctatgaagcccacctcaggcc 3’ 31 bp 

hA3-Sal1-HArev   5’ 

gatgtcgacattattgagctgtgtgacaaggtagcag 3’ 37 bp 

hA3-Sal1-HB  

 

5’ 

aatgtcgacatcaataatatgaagcccacctcaggcc 3’ 37 bp 

hA3-Hind3-HBrev  

 

 

5’ttaaagcttgattattgagctgtgtgacaaggtagcag 3’ 38 bp 

hA3-Hind3-HC   

5’atcaagctttaaataatatgaagcccacctcaggcc 3’ 36 bp 

hA3-EcoR1-HCrev   

5’attggattcctagagctgtgtgacaaggtagcag 3’ 34 bp 

 

Таблица 4. Структура праймеров, использованных для амплификации 

ДНК фрагментов rASIC3 

Название праймера Структура праймера 

rA3-Bgl2-RA   

5’ctccttagatctatgaaacctcgctccggactg 3’ 33 bp 

rA3-Sal1-RArev   

5’gatgtcgacattattgagccttgtgacgaggtaacag 3’ 

37 bp 

 

rA3-Sal1-RB   

5’ aatgtcgacatcaataatatgaaacctcgctccggactg 3’ 

39 bp 

 

rA3-Hind3-RBrev    

5’ttaaagcttgattattgagccttgtgacgaggtaacag 3’ 

38 bp 

rA3-Hind3-RC   

5’atcaagctttaaataatAtgaaacctcgctccggactg 3’ 

38 bp 
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Таблица 5. Попарное использование праймеров для амплификации. 

 

Фрагмент ДНК Прямой праймер Обратный праймер 

H1 hA3-Bgl2-HA   hA3-Sal1-HArev 

H2 hA3-Sal1-HB hA3-Hind3-HBrev 

H3 hA3-Hind3-HC hA3-EcoR1-HCrev 

R1 rA3-Bgl2-RA rA3-Sal1-RArev 

R2 rA3-Sal1-RB rA3-Hind3-RBrev 

R3 rA3-Hind3-RC rA3-EcoR1-RCrev 

 

Таким образом, в распоряжении были клоны, содержащие в составе 

вектора рAL-TA последовательности: 

R1   BglII – rASIC3 — linker1- SalI (клон рAL-TA (R1)) 

R2  SalI - rASIC3 - linker2 -Hind3 (клон рAL-TA (R2)) 

R3  Hind3-  rASIC3-stop-ЕcoR1(клон рAL-TA (R3)) 

H1  BglII – hASIC3—linker1- SalI(клон рAL-TA (H1)) 

H2  SalI- hASIC3- linker2- Hind3(клон рAL-TA (H2)) 

H3  Hind3-  hASIC3-stop-ЕcoR1(клон рAL-TA (H3)) 

Дальнейшая стратегия заключается в последовательном клонировании 

фрагментов в вектор pVAX1-new.  
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